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Previously, we reported that thin-layer chromatography of ethyl ether-ethanol extracts of myco

bacteria after incubation with 35S-methionine was useful for differentiation among mycobacterial 

species (Tsukamura, M. & Mizuno, S.: Int. J. Syst. Bacteriol., 25: 271-280, 1975; Kekkaku, 53: 85

-89, 1978; Kekkaku, 54: 15-27, 1979). The method was also useful for differentiating rhodococci from 

nocardiae (Tsukamura, M. & Mizuno, S.: J. Gen. Microbiol., 105: 159-160, 1978). In the present 

study, the meaning of petroleum ether-soluble fraction has been studied, restricting the subject to this 

fraction.

The strains used are shown in Table 1. The test organisms of rhodococci were cultivated at 

37•Ž for 5 days, nocardiae at 28•Ž for 5 days, and slowly growing mycobacteria at 37•Ž for 14 

days. The organisms grown were harvested and washed three times with saline. A 100mg (wet 

weight) sample of the organisms was suspended in the following reaction mixture: 4.0ml of a M/15 

phosphate buffer solution (pH 7.1) containing sodium acetate, 10ƒÊg/m/, MgSO4•E7H2O, 100ƒÊg/ml, 

and L-35S-methionine, 10ƒÊCi/ml. After incubation at 37•Ž for 24 hours, the cells were centrifuged, 

washed three times with 5ml of distilled water, and extracted twice with 3.0ml of ethyl ether-ethanol 

(1:1, in volume) mixture, each time for 5 minutes. The extracts were combined and allowed to stand 

at 37•Ž in an incubator until ca. 0.1ml volume. To the concentrate, 4.0ml of petroleum ether and 

2.0ml of distilled water were added and mixed. The resulting upper layer was taken with a pipette 

and dried. The dried material was then extracted with 2.0ml of petroleum ether and evaporated to a 

volume 0.05ml. This was subjected to thin-layer chromatography, in which Silica Gel H(E. Merck, 

Darmstadt, Germany) (20 by 20cm; 0.25mm thick) and a solvent, n-propanol-n-butanol-water

-ammonia (57:20:20:3, in volume), were used as an ascending system. The radioactive spots in the 

thin-layer were scanned by an automatic thin-layer chromatography scanner (Nihon-Musen, Tokyo) 

(Range, 3,000cpm/10 seconds or 1,000cpm/30 seconds; slit, 30•~3mm; scanning speed, 300mm/

hour; chart speed, 150mm/hour). The petroleum ether used was a product of the Katayama Chemical
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Co., Osaka (specific gravity, 0.62-0.67), and the L-35S-methionine used was a product of the New 

England Nuclear, Boston, Mass., U.S.A. (specific activity , 1006.3 Ci/mmol).
1. Differentiation of M. nonchromogenicum from M. terrae and M. triviale.
All test strains of M. nonchromogenicum showed one strong radioactive spot at the Rf value 0.70

0.80, while all strains of M. terrae and M. triviale showed no spot or, if any, a residual spot at the Rf 
value 0.95 (Fig. 1, A and B).

2. Differentiation of Rhodococcus from Nocardia.

Out of the rhodococci tested, R. aurantiacus and R. bronchialis could be differentiated from all 

rhodococci and nocardiae by showing prominent radioactive spots . All test strains of R. aurantiacus 

showed one strong radioactive spot at the Rf value 0.95 (Fig. 1, C) , and all test strains of R. 
bronchialis showed one strong radioactive spot at the Rf value 0 .10 and another weak radioactive spot 
at the Rf value 0.50 (Fig. 1, D). Other rhodococci showed only weak radioactive spots at the Rf 

values 0.10 or 0.95 or both (Fig. 1, E), or lacked spot. In contrast , all test strains of nocardiae did 
not show radioactive spot (Fig. 1, F).

緒 言

前 に,束 村 ・水 野1)～3)は,抗 酸 菌 (Mycobacterium) を
35S-mcthionineとincubateし た 後

,三 塩 化 酷 酸(TCA)

で 菌 体 を 処理 した 後,エ チ ル エ ー テ ル ・エ タ ノ ー ル混 液

で 抽 出 した抽 出 液 を濃 縮 し て 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー

(TLC)に か け る と,放 射 性spots分 布 が ほ ぼ 菌 種 特 有 の

patternを 示 す こ とを 報 告 した 。 同 様 な 方 法 は, Rhodo-

coccusと Nocardia の属の区別に も有用であつた4)。しか

しなが ら,エ チルエーテル ・エタノール混液に よる抽出

では,種 々の35S含 有化合物が抽出 され ることが考え ら

れ るので,今 回は,対 象 を石 油エーテル可溶分に限定 し

て,そ の分類 ・同定に おけ る意義 を観察 してみた。そ の

結果,こ の画 分に含 まれ る35S由 来放射性物質の有無の

検 討は, Rhodococcus お よび Nocardia の同定 お よび一部

の抗酸菌 の同定に有用であ ることがわかつた。

実 験 方 法

被検株 としては,表1に 示す45株 の菌株を使用 した。

被検株 は37℃ (Nocardia は28℃)に5日 間培 養 して使用

した 。 本 研 究 に 用 い た 抗 酸 菌3菌 種 は,い ず れ も遅 発 育

性 であ るの で,37℃ に14日 間培 養 した。 発 育 した菌 を 白

金 耳 で とつ て,ガ ラス 玉 コル ベ ンに入 れ て3分 間振 盪 し

て均 一 化 した 後,約4.0mlの 生食 水(0.9%6NaCl溶 液)

で3回 洗 浄 した。 洗 浄菌 体 を無 菌 的 に 秤 量 し,湿 菌 量

100mgを 次 の 反 応 液 に 加 え て,ガ ラス棒 で管 壁 に 菌 を

こす りつ け な が ら混 和 した後,37℃ に 蝕 時 間 培 養 した 。

反応 液 は,次 の とお りで,4.0mlず つ 遠 心 管 に 分 注 し

た 。M/15燐 酸 緩 衝 液(pH7.1)に,sodium acetate,

10μg/ml,MgSO4・7H2O,100μg/ml,お よびL-35S-

methionine,10μCi/mlを 含 有 す る も の。

37℃24時 間 培 養 後 に,遠 心(500×g,15分)し て菌 を

集 め,5.0mlの 蒸 留 水 で3回 洗 浄 した 後,菌 体 に3.0ml

の エ チ ル エ ー テ ルー エ タ ノ ー ル(1:1,容 量 比)混 液 を

加 え て5分 間 混 和 し,液 層 を 遠 心 分 離 し た。 次 に 同混

液3.0mlで 更 に1回 抽 出 し,両 抽 出 液 を 合 して37℃ の

フ ラ ン器 に 放 置 し て抽 出 液 を 蒸 発 させ た。 抽 出 液 の量 が

約0.1mlと な つ た ときに,こ れ に4.0mlの 石 油 エ ー

テ ル と2.0mlの 蒸 留 水 を 加 え て 混 和 し,上 層 の石 油 エ

ー テ ル層 を ピペ ッ トで 採取 し
,試 験 管 に 移 して37℃ で蒸

発 させ た 。 管 底 の乾 固 物 に2.0mlの 石 油 エ ー テ ル を加

え て溶 解 し,こ れ を 再 び 蒸 発 させ て濃 縮 し,濃 縮 物 を ミ

ク ロ ピペ ッ トで約1/5と つ て薄 層(Silica Gel H, Merck,

 Darmstadt)(20×20cm,0.25mm厚 さ)に のせ ,次 の溶 液

で 上 昇 法 で 展 開 し た 。n- propanoLn- butanol- water

- ammonia(57:20:20:3
,容 量 比)。 薄 層 ク ロ マ ト上

の 放 射 性spotsの 位 置 は,日 本 無 線 製 薄 層 ク ロマ ト ・ス

キ ャ ン ナ ーで 記 録 した。 記 録 条 件 は,scanning sp e ed,

 300mm/hour; chart speed, 150mm/ hour; slit, 30×3

mmで,rangeとtime constantは,3,000counts per

 minute(cpm)/10secondsま た は 1,000 cpm/ 30 seconds

を用 い た。

使 用 したL-35S-methionineは,New England Nucl-

ear, Boston, Massachusetts, U.S.A.の 製 品 (specific

 activity,1006.3Ci/mmol)で あ る。 また 石 油 エ ー テ ルは,

片 山化 学 製 を使 用 した(比 重0.62～0.67)。

な お薄 層 ク ロ マ トの 手 技 の 詳 細 は 前報 した1)。

実 験 結 果 お よ び 考 察

1. Mycobacterium nonchromogenicum とM.terraeお よ

びM.trivialeの 区 別

M. nonchromogenicum の被検株 は,5株 全部がRf値
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Table 1. Strains Used in the Present Study

ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, U.S.A.; NCTC, National Collection of 

Type Cultures, London; Strains with 'M' and 'C' were recived from Dr.I. Uesaka, Kyoto University, Kyoto

 (these strains belonged to the collection of Dr. N.M. McClung, University of South Florida, Tampa, Florida, 
U.S.A.); Strains with 'R' were received from Dr.R.E. Gordon, Rutgers State University, Newbrunswick 
New Jersey, U.S.A.

0.70～0.80に 著 明 な単 一 のradioactivespotを 示 した(図

1,A)。 これ に 対 し て, M. terrae の5株 お よ びM

. triviale の5株 は,す べ て 著 明 なspotを 示 さな か つ た 。

た とえ,あ つ た と し て もRf値0.95付 近 の 痕 跡 的 な

spotに す ぎ なか つ た(図1,B)。

上述 の標準条件では, M. terrae および M. triviale に

は,spotは 認 られ な い か,あ つ て も痕跡 的spotに す ぎ

な い。 しか し 内rangeお よびslitを,よ りsensitiveな 次

の 条 件 に 変 え る と,弱 いradioactive spotが 認 め られ る

よ うに な つ た 。Range300cpm,slit30×6mm, time

 constant 30 seconds。 た だ し認 め られ たspotの 放 射 能

は,こ の条 件 で50cpmを 越 さな か つ た(注: M. non-
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Fig. 1. Radioactive spots of petroleum ether-soluble fraction of 

mycobacteria, rhodococci, and nocardiae in thin-layer chromato

graphy after incubation with 35S-methionine.

(A) Mycobacterium nonchromogenicum strain 09003; (B) Mycobacterium 
triviale strain 37004; (C) Rhodococcus aurantiacus (Gordona aurantiaca) 
strain 80004; (D) Rhodococcus bronchialis strain 50003; (E) Rhodococcus 
terrae strain 70006; (F) Nocardia farcinica strain 23040. The vertical 
scale at the right side shows the radioactivity as counts per minute.

chromogenicum のradioactive spotのpeakの 高 さ は,よ

り狭 いslitの 使 用 で,1,000cpmを 越 す)。

M. triviale の 中 で,#37014以 外 の4株 は,Rf値0.95

に 痕 跡 的spotを 示 した 。 . terrae をま,#38013に まspot

な し,#38020お よび ＃38021はRf値0.80付 近 に1つ

の痕 跡的spot,＃38022お よび#38023はRf値0.94に

痕 跡 的spotを 示 した 。

2. Rhodococcus species 間の区別

本報 で用 いた6種 の Rhodococcus の中 で R. aurantiacus

は,3株 と もRf値0.95に 明瞭 単 一 のradioactive spot

を示す ことに よ り,他 の Rhodococcus と区別できた(図

1,C)。 この 町 値0.95のspotは, Mycobacterium に

頻 々み られ るもので1),こ の菌種の特殊 な位置 を示唆 し

てい る。

次に R. bronchialis も3株 と も,Rf値0.10に,peak

高1,000cpmに 達 す る強 いradioactive spot,そ し て

Rf値0.50付 近 に放 射能の弱い もう1つ のspotを 示す

ことに よ り,明 瞭 に他 の Rhodococcus か ら区 別 で き た

(図1,D)。

他の Rhodococcus, すなわちR. rubropertinctus, R. terrae,

 R. ruber, お よび R. rhodochrous の4者 は,著 明 なspotを

示 さず,radioactive spotを 示 さぬ か,た とえ示 して も,

Rf値0.10お よび0.95の いず れ か,ま た は両 方 に 痕 跡

的spot(s)を 示 す に す ぎ なか つ た(図1,E)。

3. Nocardia と Rhodococcus の区別

Rhodococcus 属の菌は, R. aurantiacus と R. bronchialis

とが著 明なspot(s)を 示 し,他の菌種 も頻 々痕跡的なspot

(s)を 示 した の に対 し, Nocardia は,上 記標準条件では

spotを 示 さな か つ た(図1,F)。 よ りsensitiveな 条 件 で

観察 しても, N. caviae の2株(23111と 23112) が Rf

値0.42～0.46に 根 跡 的spotを 示 した に す ぎ なか つ た 。
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考 察

1. Mycobacterium nonchromogenicum とM.terraeお

よびM.trivialeの 区別

この3者 は,2,3の 生 化 学 性 状 に よつ て 区別 で き る と

され て い るが,一 方 で は,全 体 と して 共通 の 性 状 が 多

い5)～10)。 したが つ て実 際 問題 と し て,簡 単 な 同定 方式 で

は 区別 が 困難 で,頻 々M.nonchromogenicum complex11)

と呼 ば れ てい る(注:米 国 で はM.terrae complexと 呼 ば

れ てい る。 しか し,complex名 は,そ れ に 含 まれ る菌 種

の 中 で,年 代 的 に 一番早 い もの の 名 を とる のが 通 則 で あ

るゆ え,こ の 場 合,M.nonchromogenicum complexが 妥

当 と思 わ れ る。 ち なみ に,M.nonchromogenicum13),M.

terrae14)
,M.triviale15)の 発表 年 代 は,1965年,1966年,

1970年 で あ る)。

この3者 の生 化 学 的 区 別 法 と し て は,nicotinamidase

16)-18),pyrazinamidase16)～18),耐 熱 性acid phosphatase10),

42℃ の発 育19)な どが あげ られ てい るが,い ず れ も決定 的

な 区別 法 とは い え な い19)。

そ の 点,本 法 で示 した35S-methionine取 り込 み 後 の

薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(石 油 エ ーテ ル 抽 出 画 分 使 用)

は,最 も明 瞭 確 実 な 区別 法 と思 わ れ る。 本 法 で,M.non-chr

omogenicumは,他 のM.terraeお よびM.trivialeか

ら 明確 に 区 別 で き る。 た だ しM.terraeとM.trivialeの

区 別 は で き ない 。 前 にTsukamura17)も 述 べ た ご と く,

こ の両 者 の関 係 は 今 も明 瞭 に 区 別 され て は い な い。

な お,著 者 の前 の報 告1)3)で は,M.nonchromogenicum

か ら の エチ ル エ ーテ ル ・エ タ ノー ル抽 出 画 分 の薄 層 ク ロ

マ トで 母 値0.95付 近 に 放 射 性sp0tが あ り,後 の実 験

で19),こ のspotの 物 質 を石 油 エ ー テ ル で抽 出 で き る こ

とが わ か つ た 。 一 方,今 回 の実 験 で は,薄 層 ク ロマ トの

溶 媒 は 同一 で あ る の に,石 油 エ ー テ ル抽 出画 分 の示 す

spotのRf値 は0,70～0.80で,前 の実 験 と少 し違 つ て

い た 。 この 原 因 と して,菌 のtrichloroaceti cacid(TCA)

処 理 の 有 無 が 考 え られ る。 前 の実 験 で は,抽 出前 に10%

TCA液 で 菌 を2回 処 理 した が,今 回 の実 験 で は,TCA

処 理 を 行 な わ ず に,菌 か ら直接 石 油 エ ー テ ル で抽 出 を行

な つ た 。

2. Rhodococcus菌 種 間 の区 別

Rhodococcus属 は,Tsukamnura(l974年)20)お よ び

Goodfellow and Alderson(1977年)2l)の 提 唱 で 設 立 され

た(系 統 細 菌 学 国 際 委員 会(1980年)22))。 こ の属 の 菌 種

間 の 区 別 に つ い て は,今 まで の研 究 でか な り明 らか に さ

れ て い るが20)21)23)24),本 報 の研 究 で,.R.aurantiacusと

R.bronchialsが 特 異 なspot分 布patternを 示 して,他

の菌 種 と明瞭 に 区 別 され る こ とが 明 らか に され た 。

3. RhodococcusとNocardiaの 区 別

Rhodococcusの 菌 種 の 中 の 大 部 分 が,元 々Nocardiaに

入 れ られ て いた 歴 史 が 示 す よ うに20)21)25),Rhodococcusと

Nocardiaの 区別 は 必ず し も 容 易 で は な い。 こ の両 者 の

区 別 に つ い ては,最 近 東 村26)が 展 望 を述 べ たが,今 回,

本 報 で 得 た 成 績 は,両 者 の 区 別 点 に新 しい知 見 を加 えた

も の と思 わ れ る。 す な わ ちRhodococcusは,石 油 エ ー テ

ル 抽 出 画 分 の 薄 層 ク ロマ トで,町 値0.10付 近 お よ び

母 値0.95付 近 の 両 方 また は一 方 に放 射性spot(s)を 示 す

の に 対 して,Nocａrdiaは,こ の よ うなspotを 示 さ ない 。

結 論

35S-methionineと 菌 とをincubateし た 後 に ,石 油 工

一 テ ル抽 出画 分 を薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィーに か け る と,

はRf値0.10お よび 群 値0.95の 一 方 また

は両 方 に 放 射 性spot(s)を 示 す の に 対 して,Nocardiaは,

この よ うなspotを 示 さな い。 この 点 に よつ て,両 者 の

区 別 が 可 能 であ る。

ま た1Rhodococcusの 中 で, R. bronchialis‚ÆR. aurantiacus

は,お のおの特異 な放射性spotsを 示 す ことに より,他

の菌種 と区別 できる。

更に Mycobacterium nonchrornogenicum, M. terrae お よ

び.M.trivialeの3者 は,互 い に 類似 す る 抗酸 菌 で あ る

が,M.nonchromogenicumの み は,石 油 エ ー テ ル抽 出画

分 の 薄層 ク ロマ トで,Rf値0.70～0.80に 著 明 な放 射

性spotを 示 す の に 対 し て,M.terraeお よびM.triviale

は,こ の よ うなspotを 示 さな い。 この 点 で,M.nonch-

romogenzcum を他の2者 と区別 する ことができる。
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